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@) AMPLIFICATION D'UN SIGNAL DE FLUORESCENCE EMIS PAR UN ECHANTILLON SURFACIQUE. 

(§) L'invention concerne ramplification de la fluorescence 
emise par un echantillon surfacique. Le dispositif (10) com- 
prend un support (11) transmettant tout ou partie du signal 
de fluorescence et destine a supporter Pechantillon surfaci- 
que (13), une couche mince (12) d'un materiau etant inter- 
calee entre le support (1 1 ) et recnantillon surfacique (13), le 
materiau de la couche mince possedant un indice de refrac- 
tion superieur a i'indice de refraction du support et a I'indice 
de refraction du milieu baignant I'echantillon surfacique au 
cours d'une mesure de fluorescence, I'epaisseur de la cou- 
che mince etant choisie pour que la couche mince (12) 
trans mette tout ou partie du signal de fluorescence qui est 
mesure apres avoir traverse le support (11). 
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AMPLIFICATION D'UN SIGNAL DE FLUORESCENCE EMIS PAR UN 

ECHANTILLON SURFACIQUE 

DESCRIPTION 



DOMAINS TECHNIQUE 

5 L* invention concerne un proceed 

d' amplification d'un signal de fluorescence emis par un 
Echantillon surfacique supporte par un support en 
reponse a un signal d' excitation. Elle concerne 
Egalement un dispositif amplifiant la fluorescence 
10 Emise par un tel echantillon. 

ETAT DE LA TECHNIQUE ANTERIEURE 

La mesure par fluorescence est une methode 
de mesure utilisEe dans beaucoup de domaines 
techniques. Elle est utilisEe notamment pour exploiter 

15 les dispositif s d' analyse chimique et/ou biologique 
connus sous le nom de biopuce. La mesure de l'activite 
biologique avec une telle puce se fait par une mesure 
de 1' Emission de fluorescence d'une molecule fixee k 
1 ' echantillon biologique, qui se presente sous la forme 

20 d'un revitement de surface, en utilisant par exemple un 
microscope a 6pi fluorescence, un scanner, un 
fluorim^tre. Pour rEaliser la mesure, la puce peut §tre 
placee dans une chambre spEciale ou cartouche. Elle 
peut aussi §tre posEe directement sur le fond d'une 

25 boite de Petri. Elle peut encore etre placee dans 1'air 
gr&ce & un support mdcanique. Dans certains cas, 
1 1 Echantillon surfacique est lu en mode dit face 
arriere, e'est-a-dire que la lecture se fait par 
traversee d'un support supportant sur l'une de ses 
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faces 1 ' 6chantillon surfacique, le support 6tant 
n^cessairement transparent au signal de fluorescence. 

Le signal d' excitation de la fluorescence 
est g6n6ralement dirig6 vers 1 ' «§chantillon au travers 
5 de son support qui a avantageusement la forme d'une 
lame. Un autre moyen d' exciter la fluorescence est de 
g6n6rer des ondes 6vanescentes en injectant la lumi&re 
d' excitation par la tranche de la lame ou en r^alisant 
un couplage par un prisme. 
10 "Dans d'autres cas, 1 * 6chantillon surfacique 

est lu en mode dit face avant, la lecture se faisant 
directement sur 1 ' 6chantillon surfacique dispose sur le 
support . 

L 1 6chantillon surfacique peut itre 

15 constitu<§ & partir d'une surface biosp<§cif ique formee 
sur une face du support et servant de phase de capture 
k un corps porteur d'un marqueur fluorescent. On peut 
ainsi former un complexe, par exemple un duplex 
d'acides nucl^iques. La fabrication de la surface 

20 biosp^cif ique peut etre realisee par une synthase 
combinatoire des sondes, par d£pot des sondes par une 
technique de projection ou d'une autre fagon. Ce 
complexe peut aussi etre une association anticorps- 
antig£nes, les anticorps deposes sur la face du support 

25 formant la surface biospecif ique . L'6paisseur de la 
surface formant le complexe est comprise entre quelques 
nanometres et quelques centaines de nanometres. Le 
complexe peut egalement etre apporte sur la surface 
apres sa formation, par exemple par sechage ou 

30 adsorption du complexe sur la face du support. 

La premiere mention de la possibility 
d 1 obtenir un renf orcement de fluorescence est donnee 
dans 1' article intitule "Model for Raman and 
fluorescent scattering by molecules in small particles" 

35 de H. CHEW et al . , Physical Review A, 13(1), pages 396 
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k 404, 1976. Cet article, qui traite simultanement la 
diffusion Raman et la fluorescence, concerne un modele 
theorique qui etablit que le champ rayonne par une 
molecule fluorescente n'est pas isotrope lorsque celle- 
5 ci est placee dans un corps spherique (cellule, goutte 
d' aerosol. Le modele theorique ne decrit que la 
distribution angulaire d' emission de la lumiere mais ne 
conclut pas sur la possibility d'appliquer ce principe 
pour obtenir une meilleure sensibilite. 

10 Plus recemment, un modele dedie k la 

fluorescence, mais avec un formalisme physique 
different, a ete propose par J. ENDERLEIN et al. dans 
un article intitule "Highly efficient optical detection 
of surface generated fluorescence", Applied Optics, 

15 Vol. 38, n° 4, 1999, pages 724 k 732. 

Une revue des phenomenes de fluorescence 
moleculaire au voisinage des interfaces a ete etablie 
par R.R. CHANCE et al, dans "Molecular fluorescence and 
energy transfer near interfaces", Advanced in Chemical 

20 Physics, vol XXXVII, pages 1 & 65 - Prigogine I., Rice 
S.R., 1978. Cette revue ne traite que des phenomenes de 
temps de relaxation des molecules ionisees et des 
variations des rendements quantiques apparents. Si un 
modele de calcul est presente pour les empilements 

25 dielectriques , il ne concerne egalement que les 
phenomenes de temps de relaxation des molecules 
ionisees et les variations des rendements quantiques 
apparents. Enfin-, il est suppose que 1' emission de 
fluorescence est isotrope dans l'espace, ce qui n'est 

30 pas le cas . 

D.A. WEITZ et al . , dans un article intitule 
"The enhancement of Raman scattering, resonance Raman 
scattering and fluorescence from molecules adsorbed on 
a rough silver surface", Journal of Chemical Physics, 
35 79(9), pages 5324 a 5338, 1983, proposent un modele 
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bien adapts k 1' Emission de fluorescence de molecules 
deposees sur une surface rugueuse ou sur une surface 
plane sur laquelle des Hots d' argent colloidal ont £t£ 
deposes . Des experiences ont ete r^alis^es et valident 
bien le module. Selon cette conception, la lecture de 
fluorescence ne peut se faire qu'en face avant . Le 
ph6nom£ne physique mis en oeuvre est un couplage 
eiectromagn6tique entre une resonance de plasmon k la 
surface de 1' argent colloidal pour cr£er un champ 
eiectromagn6tique local tr&s intense et les molecules 
f luorescentes . Le gain en fluorescence est alors 
f one t ion de la position des molecules par rapport aux 
Hots d' argent . S ' il y a contact, les molecules sont 
adsorb£es & la surface et la fluorescence est inhib^e 
comme le signale 1' article de K . SOKOLOV et al . 
intitule "Enhancement of molecular fluorescence near 
the surface of colloidal metal film", Analytical 
Chemistry, Vol. 70, n° 18, pages 3898 a 3905, 15 
septeiabre 1998. 

La demande internationale WO-A-99/23 492 
divulgue une technique d ' amplification de la 
fluorescence qui met en oeuvre une surface propre k 
renforcer la fluorescence, cette surface etant 
intercal£e entre un support et le complexe biologique 
depose sur le support, la mesure etant realisee au 
travers du support . Cette surface intermediaire doit 
cependant §tre textur£e et , pour cela, le materiau 
f ormant cette surface est choisie parmi les membranes 
en nylon, materiau et texture provoquant la diffusion 
du signal de fluorescence, ph^nomene que 1' invention 
6vite . 
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EXPOSE DE L ' INVENTION 

L ' invention propose une autre maniere 
d'obtenir 1 'amplification d'un signal de fluorescence 
tout en evitant les inconvenients des methodes ou 
dispositifs de l'art connu. 

L ' invention met en oeuvre le fait que des 
molecules placees sur une surface constituent une 
discontinuity dans l'indice de refraction et qu'elles 
<§mettent la plus grande partie de leur fluorescence 
dans le milieu qui possede l'indice le plus elev6. La 
distribution angulaire de fluorescence de molecules en 
surface est tres differente de celle de molecules en 
volume. Dans le cas d'un liquide, on considere que 
1' Emission fluorescente est isotrope car les molecules 
fluorescentes ne sont pas orientees les unes par 
rapport aux autres (distribution aleatoire de 
1 'orientation des moments dipolaires) . Le phenomene est 
different lorsque les molecules fluorescentes 
constituent une couche mince d'une dizaine de 
nanometres a quelques centaines de nanometres. Le 
signal emis en fluorescence est fonction de 
1' orientation des dipoles electriques constitues par 
les molecules fluorescentes. II est done favorable, 
pour une fluorescence en surface, de disposer les 
molecules fluorescentes k 1' interface de deux milieux 
d'indice de refraction trds differents. 

On peut ainsi utiliser un materiau d'indice 
de refraction eleve sous forme d'une couche 
suffisamment mince pour §tre transparente au signal de 
fluorescence, cette couche mince 6tant supportee par un 
support transparent au signal de fluorescence. 
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Un premier objet de 1' invention est un 
proc6d6 d' amplification d'un signal de fluorescence 
6mis par un echantillon surfacique support^ par un 
support en reponse k un signal d' excitation, le support 
5 transmettant tout ou partie du signal de fluorescence, 
consistant k intercaler une couche mince d'un materiau 
entre le support et 1 * echantillon .surfacique, le 
materiau de la couche mince poss^dant un indice de 
refraction sup<§rieur k 1* indice de refraction du 

10 support et k 1 ' indice de refraction du milieu baignant 
1 ' echantillon surfacique, 1 ' epaisseur de la couche 
mince etant choisie pour que la couche mince transmette 
tout ou partie du signal de fluorescence qui est mesur6 
apres avoir traverse le support transparent. 

15 L ' echantillon surfacique peut §tre supporte 

par un support realise en un materiau choisi parmi le 
verre, le quartz, la silice, les matieres plastiques 
telles que le polystyrene, le polypropylene, les 
polycarbonates, les polymethylmetacrylates . 

20 Le procede peut consister & intercaler, 

entre le support et 1 ' echantillon surfacique, une 
couche mince d'un materiau choisi parmi le nitrure de 
silicium, les oxydes de titane, l'oxyde d' aluminium, 
Zr0 2 , Zr0 4 Ti, Hf0 2 , Y 2 0 3 , le diamant, MgO, les oxynitures 

25 <Si x O y N 2 ), les materiaux fluores comme YF 3 ou MgF 2 - Cette 
couche mince peut §tre aussi obtenue par empilement de 
plusieurs sous-couches dont les proprietes optiques et 
1' epaisseur conferent k 1' ensemble represente par cette 
derni^re les caracteristiques necessaires (voir A. 

30 HERPIN, C.R. Acad. Sciences, Paris, 225, 182, 1947) . 

La couche mince peut etre une couche 
obtenue sur le support par I'une des methodes 
suivantes : evaporation sous vide, replication, report, 
d6p6t de film, par des procedes de type CVD (LPCVD, 

35 PECVD...) ou de type PVD, par report de films, par 
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procede sol-gel. Bile peut etre une couche reportee sur 
le support par l'une des methodes suivantes : collage 

et adherence moleculaire. 

Eventuel lenient, on procede a un recuit de 

ladite couche mince obtenue sur le support. 

L'echantillon surfacique peut etre forme 
par un complexe associant une surface biospecif ique a 
des molecules d' echantillon porteuses d'un marqueur 
fluorescent . 

Le milieu baignant 1 1 echantillon peut etre 

un liquide, un gel ou un gaz . 

Un deuxieme objet de 1 ' invention est un 
dispositif amplifiant la fluorescence emise par un 
echantillon surfacique par l'un des precedes ci-dessus, 
le dispositif comprenant un support transmettant tout 
ou partie du signal de fluorescence et destine a 
supporter l'echantillon surfacique, une couche mince 
d'un materiau etant intercalee entre le support et 
l'echantillon surfacique, le materiau de la couche 
mince possedant un indice de refraction superieur a 
1' indice de refraction du support et a 1 ' indice de 
refraction du milieu baignant l'echantillon surfacique 
au cours d'une mesure de fluorescence, l'epaisseur de 
la couche mince etant choisie pour que la couche mince 
transmette tout ou partie du signal de fluorescence qui 
est mesure apres avoir traverse le support. 

Un troisieme objet de 1' invention consiste 
en une biopuce, caracterisee en ce qu'elle comprend le 
dispositif ci-dessus, le dispositif supportant une 
pluralite d' echanti lions surfaciques constituant autant 
de zones de reconnaissance. 
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BREVE DESCRIPTION DES DESSINS 

L ' invention sera mieux comprise et d ' autres 
avantages et particularity apparaitront a la lecture 
5 de la description qui va suivre, donn£e k titre 
d ' exemple non limitatif , accompagn£e des dessins 
annexes parmi lesquels : 

- la figure 1 repr£sente un dispositif 
selon la presente invention dans une premiere 

10 configuration de lecture d'un signal de fluorescence, 

- la figure 2 repr^sente un dispositif 
selon la presente invention dans une deuxi&me 
configuration de lecture d'un signal de fluorescence, 

- la figure 3 repr^sente un dispositif 
15 selon la presente invention dans une troisi£me 

configuration de lecture d'un signal de fluorescence. 

DESCRIPTION DETAILLEE DE MODES DE REALISATION DE 
L " INVENTION 

L 1 invention consiste a intercaler une 
2 0 couche mince entre un support transparent au signal de 
fluorescence et un 4chantillon surfacique plonge dans 
un milieu et k mesurer la fluorescence au travers du 
support . 

Le mat^riau constituant la couche mince est 
25 choisi de fagon que son indice de refraction soit 
sup^rieur a 1 ' indice de refraction du materiau 
constituant le support et sup£rieur a 1 ' indice de 
refraction du milieu baignant 1 ' 6chantillon surfacique. 

Le milieu baignant 1 1 6chantillon surfacique 
30 est par exemple un tampon liquide si I'on veut 
parfaitement contr61er 1 1 environnement pour la 
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fluorescence (pH, salinite) . Le milieu peut etre un gel 
si l'on veut rEduire la photodestruction ou "bleaching" 
des molecules f luorescentes . Ce milieu peut encore §tre 
un gaz (air, gaz neutre) si le complexe fluorescent 
exige de telles conditions de lecture. 

A titre d'exemple, le support est une lame 
de silice (Si0 2 ) de 700 jim d'6paisseur et d'indice de 
refraction 1,485 k 650 nm. La couche mince peut §tre 
une couche de nitrure de silicium (Si 3 N 4 > de 150 nm 
d'6paisseur et d'indice de refraction 1,997 pour la 
m§me longueur d'onde. L 1 echantillon surfacique peut 
etre un complexe a base d'ADN marque avec une cyanine 
fluorescente (CyS-Amersham, marque d£pos6e) . Le milieu 
baignant 1 ' Echantillon peut §tre constituE d'un tampon 
liquide pour le lavage (SSPE 6X/Triton x 100 k 0,005%), 
d'indice 1,34. Pour un tel dispositif, on raesure une 
amplification de la fluorescence de 60% par rapport a 
la mesure effectuee dans les memes conditions pour le 
complexe depose directement sur le support, sans la 
presence de la couche mince. La mesure est faite avec 
un microscope k epi fluorescence et une camera CCD. 
L' excitation de fluorescence est centrEe sur 63 5 nm et 
la mesure de 1' emission est centree sur 67 0 nm. La 
valeur du gain est fonction du systeme de mesure 
(longueur d'onde, ouverture numErique des optiques) , du 
marqueur utilise! (orientation du moment dipolaire) et 
des caracteristiques de la couche mince (indice de 
refraction, epaisseur) . 

La figure 1 represente un dispositif selon 
1' invent ion dispose dans un boitier afin d'effectuer la 
mesure de fluorescence. Le dispositif 10 est constituE 
d'un support transparent 11, en forme de lame, 
recouvert sur l'une de ses faces d'une couche mince 12. 
Un Echantillon surfacique 13 est depose sur la face 
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libre de la couche mince 12. Le dispositif 10 est par 
exemple constitu«§ des Elements decrits ci-dessus. 

Le dispositif 10 est dispose, pour la 
mesure de fluorescence, dans un logement prevu dans la 
paroi sup6rieure d'un boitier 20. II est place de fagon 
que l'6chantillon surfacique 13 soit dirig<§ vers 
l'int6rieur du boitier 20. Le boitier poss&de un 
orifice d' entree 21 et un orifice de sortie 22 afin de 
mettre 1 ' 6chantillon surfacique en contact avec un 
liquide 30 constituant le milieu baignant 1 ' echantillon 
surfacique. 

Le signal de fluorescence est recueilli par 
un instrument de mesure 40 . Comme le montre bien la 
figure 1, le signal de fluorescence parvient a 
1 • instrument de mesure 40 en traversant la couche mince 
12 et le support transparent 11. II s'agit du mode de 
lecture dit en face arri^re. 

La figure 2 repr^sente le meme dispositif 
10 dispose sur le fond d'une boite de P£tri 50 
contenant le milieu 30. La lecture de fluorescence au 
moyen de 1' instrument de mesure 40 se fait 6galement en 

face arri^re. 

La figure 3 repr^sente le m§me dispositif 
10 place dans l'air pour effectuer la mesure de 
fluorescence. Le dispositif 10 est maintenu par sa 
periph6rie au moyen d'un support mecanique comprenant 
une plaque 60 perc6e d'une ouverture 61 permettant a 
1 Echantillon surfacique d'§tre en contact avec l'air 
62 . 

Le support peut §tre une plaque de verre, 
de silice ou de polystyrene. II est transparent pour le 
domaine spectral de la mesure de fluorescence. La 
couche mince d6pos£e sur une face du support peut §tre 
fabriquEe par Evaporation sous vide ou par replication 
(techniques des couches minces optiques) pour des 
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materiaux comme le nitrure de silicium, l'oxyde de 
titane, l'oxyde d ' aluminium. Elle peut §tre deposee 
sous la forme d'un film ou reportee sur le support (par 
collage, par adherence moleculaire) dans le cas d'une 
5 couche mince d'epaisseur superieure & quelques urn. 

Differents essais ont 6t6 effectut&s pour 
dernontrer l'efficacite de 1* invention. Les essais ont 
port<§ sur plusieurs dispositifs : 

- un support en verre selon l'art connu, 
10 c'est-a-dire sans couche mince amplif icatrice de 

fluorescence , 

- un dispositif selon 1' invention dont la 
couche mince est en nitrure de silicium, 

- un dispositif selon 1* invention dont la 
15 couche mince est en nitrure de silicium recuit (le 

recuit ef fectue sous azote permet de densif ier * la 
couche de nitrure) . 

La lecture de fluorescence a ete effectu^e 
au moyen d'un microscope a £pif luorescence £quipe pour 

2 0 le marqueur Cy5 et au moyen d'une camera CCD num^rique 
refroidie. Deux mesures ont ete faites par dispositif : 
une mesure en face avant et une mesure en face arri^re. 
La mesure en face avant s'ef fectue en pla<?ant 
1 1 echantillon surfacique en face de 1' instrument de 

25 mesure, le signal de fluorescence ne traversant done 
pas le support ou le dispositif. 

Les mesures effectu^es montrent un 
renforcement de la fluorescence de 1,6 fois pour un 
dispositif k couche mince en Si3N 4 par rapport a un 

30 simple support en verre, et un renforcement de la 
fluorescence de 2,4 fois pour un dispositif a couche 
mince en Si3N 4 ayant subi un recuit par rapport au 
simple support en verre. 

Le dispositif de 1 ' invention est utilisable 

35 dans une biopuce comportant une plurality de zones de 



2801977 



12 

reconnaissance moleculaire . On entend par biopuce une 
puce ou un support presentant a sa surface une ou 
plusieurs zones, dites zones de reconnaissance, 
6quip6es de molecules presentant des propri6t6s de 
reconnaissance. Les molecules de reconnaissance peuvent 
§tre, par exemple, des oligonucleotides, des 
polynucleotides, des prolines telles que des anticorps 
ou des peptides, des lectines ou tout autre syst^me du 
•type ligand-r^cepteur . En particulier les molecules de 
reconnaissance peuvent comporter des fragments d'ADN ou 
d'ARN. 

Lorsque la biopuce est mise en contact avec 
un ^chantillon k analyser, les molecules de 
reconnaissance sont susceptibles d' interagir, par 
exemple par complexation ou par hybridation avec des 
molecules dites "molecules cibles " de 1 ' Echantillon . 
Ainsi, en 6quipant une biopuce d'une pluralite de zones 
de reconnaissance avec dif f ^rentes molecules de 
reconnaissance selectivement sensibles & diff^rentes 
molecules cibles, il est possible de detecter et 
6ventuellement de quantifier une grande variety de 
molecules contenues dans 1 1 echantillon . 

Les complexes formes sur la biopuce peuvent 
§tre rep6r£s au moyen d ' un marquage fluorescent 
appliquE aux molecules cibles de 1 ' Echantillon . Ainsi , 
le support de la biopuce est le support du dispositif 
de • 1 ' invention rev§tu de la couche mince et les zones 
de reconnaissance de la biopuce sont les echantillons 
surf aciques . 
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REVINDICATIONS 

!• Proc^de d 1 amplification d'un signal de 
fluorescence emis par un echantillon surfacique (13) 
5 support^ par un support (11) en r^ponse & un signal 
d* excitation, le support (11) transmettant tout ou 
partie du signal de fluorescence, consistant k 
intercaler une couche mince (12) d'un materiau entre le 
support (11) et 1 ' echantillon surfacique (13), le 

10 materiau de la couche mince poss^dant un indice de 
refraction sup^rieur k 1 ' indice de refraction du 
support et k 1 * indice de refraction du milieu (30,62) 
baignant 1 ' echantillon surfacique (13), I'epaisseur de 
la couche mince etant choisie pour que la couche mince 

15 (12) transmette tout ou partie du signal de 
fluorescence qui est mesure apres avoir traverse le 
support (11) . 

2. Procede selon la revendication 1, 
caracterise en ce que 1 ' echantillon surfacique (13) est 

20 supporte par un support (11) realise en un materiau 
choisi parmi le verre, le quartz, la silice, les 
mati&res plastiques telles que le polystyrene, le 
polypropylene, les polycarbonates, les 

polymethylmetacrylates . 

25 3. Procede selon l'une des revendications 1 

ou 2, caracterise en ce qu'il consiste a intercaler, 
entre le support (11) et 1 1 echantillon surfacique (13), 
une couche mince (12) d'un materiau choisi parmi le 

i 

nitrure de silicium, les oxydes de titane, 1 1 oxyde 
3 0 d' aluminium, Zr0 2 , Zr0 4 Ti, Hf0 2 / Y2O3, le diamant, MgO, 
les oxynitrures (Si x 0 y N 2 ) , les mat^riaux fluores, YF3, 
MgF 2 . 

4. Proc£de selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 3, caracterise en ce que ladite 
35 couche mince (12) est une couche obtenue sur le support 
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(11) par l'une des methodes suivantes : Evaporation 
sous vide, replication, report, dEpdt de film par des 
procEdEs de type CVD (LPCVD, PECVD...) ou de type PVD, 
par report de films, par procede sol-gel. 

5 . ProcEdE selon la revendication 4 , 
caractErisE en ce que ladite couche mince { 12 ) est une 
couche reportEe sur le support (11) par l'une des 
methodes suivantes : collage et adherence molEculaire . 

6. ProcEdE selon l f une des revendications 4 
ou 5 , caractErisE en ce qu 1 on procede k un recuit de 
ladite couche mince (12) obtenue sur le support (11) . 

7 . ProcEdE selon 1 ' une quelconque des 
revendications 1 a 6 , caractEr isE en ce que 
1 'Echantillon surfacique (13) est forme par un complexe 
associant une surface biospecif ique h des molecules 
d ' Echantillon porteuses d'un marqueur fluorescent. 

8. ProcEdE selon 1 'une quelconque des 
revendications 1 h 1, caractErisE en ce que le milieu 
(30,62) baignant 1 * Echantillon surfacique (13) est un 
liquide, un gel ou un gaz . 

9. Dispositif (10) amplifiant la 
fluorescence Emise par un Echantillon surfacique (13) 
par un procEdE selon l'une quelconque des 
revendications 1 & 8, le dispositif comprenant un 
support (11) transmettant tout ou par tie du signal de 
fluorescence et destine a supporter 1 1 Echantillon 
surfacique (13), une couche mince (12) d'un matEriau 
etant intercalEe entre le support (11) et 1 ' Echantillon 
surfacique (13), le matEriau de la couche mince 
possEdant un indice de rEfraction supErieur k 1 1 indice 
de rEfraction du support et a 1 ' indice de rEfraction du 
milieu baignant 1 1 Echantillon surfacique au cours d'une 
mesure de fluorescence, l'Epaisseur de la couche mince 
Etant choisie pour que la couche mince (12) transmette 
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tout ou partie du signal de fluorescence qui est mesur6 
aprds avoir traverse le support (11) . 

10. Biopuce k lecture par f luorescence, 
mettant en oeuvre un proc6de selon l'une quelconque des 
revendications 1 4 8, la biopuce comprenant un support 
transmettant tout ou partie du signal de fluorescence 
et destine a supporter une plurality d 1 echantillons 
surfaciques constituant autant de zones de 
reconnaissance, une couche mince d'un mat^riau 6tant 
intercal£e entre le support et les echantillons 
surfaciques, le iuat6riau de la couche mince possedant 
un indice de refraction sup£rieur a 1' indice de 
refraction du support et A 1 T indice de refraction du 
milieu baignant les Echantillons surfaciques au cours 
d'une mesure de fluorescence, l ? <§paisseur de la couche 
mince etant choisie pour que la couche mince transmette 
tout ou partie du signal de fluorescence qui est mesur<§ 
apres avoir traverse le support. 
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